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Durante los últimos años se han desarrollado muchos fármacos para el tratamiento del cáncer 
más común y con mayor mortalidad entre las mujeres, el cáncer de mama. Entre estos se 
encuentran palbociclib, el cual es un inhibidor de la CDK4/6 y paclitaxel, un antineoplásico 
antimitótico. Sin embargo, el tratamiento con antineoplásicos puede venir acompañado de 
distintos efectos secundarios entre los que se encuentra la sensibilización cutánea que es la 
consecuencia de una respuesta alérgica inducida por la exposición de la piel a un compuesto 
químico sensibilizante, pudiendo alterar así el curso del tratamiento antitumoral e implicar una 
disminución en la calidad de vida del paciente. Es por esto que se precisa conocer de forma 
previa la capacidad de un antineoplásico para desencadenar reacciones de sensibilización 
cutánea.  
 
Para poder desarrollar técnicas de predicción de sensibilización cutánea por un compuesto 
químico, con el conocimiento existente se ha construido un marco conceptual llamado Adverse 
outcome pathway (AOP), que recoge el mecanismo de sensibilización cutánea en dos fases. 
Primero se presenta una fase de inducción (sensibilización) con cuatro eventos clave 
consecutivos: un primer evento clave de unión del compuesto químico covalentemente a una 
proteína endógena de la piel, un segundo evento clave de activación de queratinocitos, un tercer 
evento clave de activación de células dendríticas y finalmente un cuarto evento clave de 
producción de linfocitos T específicos del alérgeno. La segunda fase es la de activación en la que 
se produce la subsecuente reacción inmune cuando el individuo se reexpone al agente 
sensibilizante.  
 
Así, se han desarrollado técnicas alternativas al uso de animales que evalúan los eventos clave 
de la sensibilización. La técnica in chemico de Ensayo Directo de Reactividad Peptídica (DPRA) 
analiza la capacidad del compuesto químico de desencadenar el primer evento clave de unión 
covalente a proteínas endógenas de la piel, la técnica in vitro Keratinosens analiza la capacidad 
de desencadenar el segundo evento clave de activación de queratinocitos y la técnica in vitro de 
Ensayo de Activación de la línea celular humana (h-CLAT) analiza la capacidad de producir el 
tercer evento clave de activación de células dendríticas. Además, también se ha creado la 
técnica in silico QSAR Toolbox, un software capaz de predecir si un compuesto químico es 
sensibilizante cutáneo a partir de su estructura. De este modo, el objetivo de este trabajo es 
evaluar la capacidad de los antineoplásicos palbociclib y paclitaxel de desencadenar una 
reacción de sensibilización cutánea empleando las técnicas de DPRA, Keratinosens, h-CLAT y 
QSAR Toolbox y determinar si dichas técnicas constituyen un buen modelo predictivo para testar 
futuros antineoplásicos. 
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Over the past few years, many drugs have been developed to treat the most common and most 
fatal cancer among women, breast cancer. These include palbociclib, which is a CDK4/6 
inhibitor, and paclitaxel, an antimitotic antineoplastic. However, antineoplastic treatment can 
be accompanied by different side effects, among which we find skin sensitisation, which is the 
consequence of an allergic response induced by skin exposure to a sensitising chemical 
compound, thus altering the course of the treatment and involving a decrease in the quality of 
life of the patient. This is why it is necessary to previously know the ability of an antineoplastic 
to trigger skin sensitisation reactions.  
 
In order to develop techniques for predicting cutaneous sensitisation by a chemical compound, 
with the existing knowledge, a conceptual framework called Adverse outcome pathway (AOP) 
has been constructed and this includes the cutaneous sensitisation mechanism in two phases. 
An induction (sensitisation) phase with four consecutive key events: a first key event of covalent 
binding of the chemical compound to an endogenous skin protein, a second key event of 
keratinocytes activation, a third key event of dendritic cells activation and finally, a fourth key 
event of allergen-specific T lymphocyte production. The second phase is the activation phase in 
which the subsequent immune reaction occurs when the individual is re-exposed to the 
sensitising agent. 
 
Thus, alternative techniques to the use of animals that evaluate the key events of sensitisation 
have been developed. The in chemico technique of Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) 
analyzes the ability of the chemical compound to trigger the first key event of covalent binding 
to endogenous skin proteins, the in vitro Keratinosens technique analyzes the ability to trigger 
the second key event of keratinocytes activation and the in vitro human Cell Line Activation Test 
(h-CLAT) analyzes the ability to produce the third key event of dendritic cells activation. In 
addition, the in silico QSAR Toolbox technique has also been created, this is a software capable 
of predicting whether a chemical compound is a skin sensitiser based on its structure. In this 
way, the objective of this study is to evaluate the ability of the antineoplastic drugs palbociclib 
and paclitaxel to trigger a skin sensitisation reaction using the techniques of DPRA, Keratinosens, 
h-CLAT and QSAR Toolbox and to determine if these techniques constitute a proper predictive 
model to test future antineoplastics. 
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• AOP: Adverse Outcome Pathway 
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• CLIS: Carcinoma lobulillar in situ 
• CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad 
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• DNCB: 2,4-dinitroclorobenceno 
• DNMT1: ADN (citosina-5)-metiltransferasa 1 
• DPBS: Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 
• DPRA: Ensayo de Reactividad Peptídica Directo 
• EC1.5 = Concentración a la cual la inducción de la actividad de la luciferasa es igual a 1.5 
• ECVAM: Centro Europeo para la Validación de Métodos Alternativos 
• ERE: Elementos de respuesta a estrógeno 
• ERK: Quinasa regulada por señal externa 
• ERV: Retrovirus endógeno 
• FBS: Fetal bovine serum 
• FCS: Fetal Calf Serum 
• FDA: Administración de Medicamentos y Alimentación 
• FITC: Isotiocianato de fluoresceína 
• FOXM1: Forkhead Box M1 
• GDP: Guanosín difosfato 
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• h-CLAT: Test de Activación de la Línea Celular humana 
• HaCaT: Línea celular de queratinocitos inmortales  
• HER2: Receptor del factor crecimiento epidérmico humano 2 
• HMGCR: 3-hidroxi-metil-glutaril-CoA reductasa 
• HPLC: Cromatografía líquida de alta eficacia 
• IC30 = Concentración mínima necesaria para provocar una disminución en la viabilidad 
celular del 30% 
• IC50 = Concentración mínima necesaria para provocar una disminución en la viabilidad 
celular del 50% 
• IFR: Intensidad de fluorescencia relativa 
• IL-18: Interleucina 18 
• Imax : Inducción de la actividad luciferasa máxima global 
• Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1 
• LLNA: Ensayo del Ganglio Linfático Local 
• Log Kow: Coeficiente de reparto octanol-agua 
 
 
• MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos 
• MFI: Media geométrica de la intensidad de fluorescencia 
• MTT: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio 
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• NQO1: NADPH-quinona oxidoreductasa 1  
• Nrf2: Nuclear erythroid 2-related factor 2 
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1.1. CÁNCER DE MAMA 
 
1.1.1. Epidemiología y definición 
 
Actualmente, el cáncer es la primera causa de muerte en los países industrializados (Dagenais 
et al., 2020). Concretamente, el cáncer de mama es el cáncer más comúnmente diagnosticado 
en mujeres y con mayor mortalidad entre el sexo femenino, según la Organización Mundial de 
la Salud (WHO, 2020). Su incidencia ha ido aumentando con el paso del tiempo en todo el 
mundo, estimándose un número de 2.088.849 casos nuevos en el año 2018 (GLOBOCAN, 2018). 
Sin embargo, gracias a la investigación, la tasa de mortalidad se ha visto reducida globalmente 
a lo largo de los años (Hendrik et al., 2019). 
 
El cáncer de seno se da cuando las células que componen el tejido mamario sufren alteraciones 
genéticas y adquieren los denominados hallmarks del cáncer que incluyen: autonomía en las 
señales de crecimiento, evasión de las señales de inhibición del crecimiento, evasión de la 
apoptosis, inestabilidad genómica y mutagénesis, replicación ilimitada, invasión y metástasis, 
entre otros (Hanahan y Weingberg, 2000). De este modo, se da un crecimiento incontrolado de 
las células mamarias, pudiéndose diseminar a otros tejidos del organismo.   
 
1.1.2. Factores de riesgo 
 
Entre los principales factores de riesgo de esta neoplasia se encuentran los factores 
demográficos como el sexo, ya que es una enfermedad que afecta principalmente a mujeres 
aunque en un bajo porcentaje también pueden padecerla los hombres, y la edad, ya que la 
incidencia de este cáncer aumenta con la edad manifestándose principalmente en la época de 
la menopausia. Entre los factores reproductivos, la edad temprana de menarquia, menopausia 
tardía o nuliparidad aumentan las probabilidades de padecer esta enfermedad. También 
factores hormonales como la píldora anticonceptiva o factores relacionados con el estilo de vida 
como la obesidad, consumo de alcohol y tabaquismo son riesgos asociados al cáncer de mama. 
Además, esta es una enfermedad hereditaria, por lo que el tener antecedentes familiares de 
cáncer de mama eleva de forma significativa las probabilidades de sufrir esta patología. Entre 
los principales genes de susceptibilidad al cáncer de mama identificados se encuentran los genes 
BRCA1 (Breast Cancer 1) y BRCA2 (Breast Cancer 2) cuyas proteínas están implicadas en la 
reparación homologa del ADN, así, las mutaciones en estos genes confieren un riesgo elevado 
de carcinoma de mama y son heredadas de forma autosómica dominante (Da silva y Lakhani, 
2010; Momenimovahed y Salehiniya, 2019). 
 
1.1.3. Clasificación y biomarcadores 
 
Este tipo de cáncer es complejo y heterogéneo por lo que está sujeto a múltiples clasificaciones, 
sin embargo, la principal clasificación es según su histopatología. El cáncer de mama puede 
desarrollarse a partir de cualquier célula de la glándula mamaria, así, el cáncer derivado del 
epitelio del revestimiento interno de los conductos se denomina carcinoma ductal y el cáncer 
derivado del lóbulo se denomina carcinoma lobulillar. A su vez, dependiendo de si el carcinoma 
está limitado al componente epitelial de la mama o si ha invadido el estroma, se clasifica en 
carcinoma in situ o invasivo, respectivamente. De este modo, se encuentran el carcinoma 
lobulillar in situ (CLIS), carcinoma ductal in situ (CDIS), carcinoma lobulillar invasivo (CLI) y 




El análisis de biomarcadores en las células cancerosas es un aspecto indispensable para poder 
determinar el comportamiento biológico de las células del tumor y así poder seleccionar la 
terapia óptima para cada paciente. De este modo, evaluando los marcadores moleculares se 
han establecido diferentes subtipos de cáncer de mama. Los marcadores establecidos 
actualmente son el receptor de estrógenos (RE), el receptor de progesterona (RP), el receptor 
del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) y el marcador de proliferación Ki67 
(Figura 1). 
  
El RE es el marcador más habitual, se encuentra expresado en el 80% de los casos y las células 
utilizan la hormona esteroide estradiol como estímulo para su crecimiento. El RP depende de la 
presencia del RE, y en menos del 1% de los casos aparece expresado en ausencia de receptor de 
estrógenos. El HER2, se encuentra sobreexpresado o su gen HER2 amplificado en el 15-30% de 
los casos y está asociado a mayor agresividad, una mayor probabilidad de recurrencia del cáncer 
y una menor supervivencia (Iqbal y Iqbal, 2014; Weigel y Dowsett, 2010). Finalmente, el 
marcador Ki67 tiene una expresión máxima durante la mitosis celular e indica la actividad 










Figura 1. Tinciones inmunohistoquímicas de tejido mamario. (A) Tinción inmunohistoquímica donde el 
marcaje marrón indica  la expresión de  Ki67. (B) Tinción inmunohistoquímica donde el marcaje marrón 
indica la expresión del receptor de progesterona. (C) Tinción inmunohistoquímica donde el marcaje 
marrón indica la  expresión del receptor de estrógenos. (D) Tinción inmunohistoquímica donde el marcaje 
marrón indica la  expresión del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (Obtenido de Roger, 
2014). 
 
Así pues, según la combinación de dichos marcadores, se han establecido cuatro subtipos 
principales de cáncer de mama: luminal tipo A (positivos para RE y/o RP y negativos para HER2 
con Ki67 bajo), luminal tipo B (positivo para RE y/o RP con Ki67 alto o RE y/o RP positivo y HER2 
positivo), HER2 positivos (negativos para RE y RP y positivos para HER2), o triple negativo 




Dependiendo de las características que se presenten, se seleccionará para el paciente un tipo 
de tratamiento específico. Existen terapias locorregionales y terapias sistémicas.  
 
Entre las terapias locorregionales se encuentran los tratamientos quirúrgicos como la 








un tratamiento sistémico previo para reducir el tamaño del tumor, o la radioterapia que suele 
aplicarse después de la cirugía para la eliminación de las células tumorales residuales o para 
inducir un efecto abscopal. Generalmente este tipo de terapias se enfocan en el tratamiento de 
cáncer de mama temprano (Harbeck et al., 2019). 
 
Respecto a las terapias sistémicas, entre estas se encuentran la terapia dirigida, terapia 
hormonal y la quimioterapia, que pueden ser aplicadas antes (neoadyuvante) o después de la 
cirugía (adyuvante).  
 
En la terapia dirigida, se utilizan fármacos que se dirigen de forma precisa a las células 
cancerosas que presentan receptores específicos, evitando la destrucción de las células no 
tumorales. La terapia dirigida más eficiente actualmente es la terapia dirigida al receptor HER2 
mediante fármacos como trastuzumab o pertuzumab que se unen a los dominios extracelulares 
de este receptor inhibiendo su función (Oh y Bang, 2020).  
 
La terapia endocrina, considerada un tipo de terapia dirigida, se centra en los carcinomas que 
presentan los biomarcadores hormonales, y entre los más empleados están, el tamoxifeno el 
cual es un fármaco que bloquea los RE del tejido de mama reduciendo los efectos inducidos por 
dicha hormona y los inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima implicada en la síntesis 
de estrógenos, evitando su generación y  que se unan a su receptor (Harbeck y Gnant, 2017; 
Shagufta y Ahmad, 2018; Smith y Dowsett, 2003).  
  
Finalmente, la quimioterapia que emplea agentes químicos, normalmente combinados, para 
intervenir en la proliferación celular sin especificidad, sigue siendo a día de hoy el estándar en 
el tratamiento del cáncer, a pesar del impacto negativo que puede tener en las células sanas del 
organismo. Entre los quimioterapéuticos más utilizados en el cáncer de mama, se encuentran 
las antraciclinas que principalmente intervienen con la función de la topoisomerasa II del ADN 
generando roturas en el ADN y conduciendo a apoptosis celular (Beretta y Zunino, 2008) o el 
paclitaxel, antineoplásico que detiene las células en división por su unión a los microtúbulos 
(Zasadil et al., 2014). 
 
En los últimos años se han puesto numerosos esfuerzos en la mejora y desarrollo de fármacos 
que sean más efectivos, más específicos y que mejoren el pronóstico del paciente. Sin embargo, 
un aspecto que a día de hoy es difícilmente controlable y prácticamente inevitable son los 
efectos indeseados, los denominados efectos secundarios, que puede desencadenar un fármaco 
administrado sistemáticamente por el organismo humano. 
 
Los fármacos anticancerígenos, sobre todo los quimioterapéuticos, tienen la capacidad de 
causar reacciones de hipersensibilidad y entre estas se encuentra la sensibilización cutánea. 
Aunque la alteración cutánea se trata de una complicación secundaria cuyo mecanismo no se 
comprende en su totalidad, es un efecto colateral frecuente y temprano que reduce la calidad 
de vida de los pacientes y puede alterar el transcurso del tratamiento. Entre los síntomas 
dermatológicos se incluyen el prurito, urticaria, sarpullidos, eritema palmar y el angioedema 
(Cortijo-cascajares et al., 2012).  
 
Así pues, dado que el cuidado del paciente oncológico precisa de una comprensión integral de 
las posibles reacciones secundarias que puedan surgir durante su tratamiento, es importante 
poder analizar de forma previa la capacidad de desencadenar sensibilización cutánea que 











El antineoplásico palbociclib fue autorizado en Europa en noviembre de 2016, convirtiéndose 
en el primer inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas 4/6 (CDK4/6) aprobado en Europa 
(PFIZER, 2016). Este fármaco está indicado para el tratamiento de cáncer de mama RE positivo 
HER2 negativo y su forma farmacéutica es de cápsula dura, por lo que se administra de forma 
oral (EMA, 2018). 
 
Debido a la naturaleza hidrofóbica de los estrógenos, estos difunden por la membrana 
plasmática y son recibidos dentro de la célula por el receptor de estrógenos, concretamente por 
el RE alfa que es el que está principalmente involucrado en el carcinoma mamario (Madeira et 
al., 2013). Así, RE alfa que consta de un dominio de unión al ADN y un dominio de unión al 
ligando, al unirse con el estrógeno en el citoplasma, cambia su conformación, dimeriza y queda 
activado, de este modo se transloca al núcleo y actúa como factor de transcripción uniéndose a 
los elementos de respuesta a estrógenos (ERE) del ADN próximos a los genes objetivo, 
regulándolos positiva o negativamente. El RE activado también puede tener una acción 
genómica indirecta a través de la interacción con otros factores de transcripción como la 
proteína activadora 1 (Manavathi et al., 2013). Además, el RE ubicado en la cara interna de la 
membrana plasmática puede actuar mediante una vía no genómica en la que activa distintas 
vías de transducción de señales citoplasmáticas, como las vías de MAPK (proteínas quinasas 
activadas por mitógenos) importantes en la progresión y desarrollo del cáncer (Acconcia et al., 
2005).   
 
Una característica común para el desarrollo del cáncer es la pérdida de control del ciclo celular 
y se ha observado que un objetivo de la señalización de estrógenos es la sobrexpresión de la 
Ciclina D1 que conduce al desarrollo del carcinoma mediante la desregulación de la vía del 
supresor tumoral del Retinoblastoma (Rb) (Ahlin et al., 2017). Cabe señalar que el promotor de 
la Ciclina D1 no consta de elementos ERE por lo que el RE regula su expresión a través del 
reclutamiento de otros factores de transcripción (Sabbah et al., 1999). 
 
Durante el ciclo celular, en la fase G1 se presenta un punto clave de control, el punto de 
restricción, para determinar si la célula avanza a la fase S adquiriendo un fenotipo más 
proliferativo, o si diverge a la fase de senescencia G0. Para la progresión de la célula de la fase 
G1 a S se requiere que las ciclinas se unan a la CDK4 o a su homóloga CDK6 y que este complejo 
fosforile la proteína del Retinoblastoma (Rb). De este modo, Rb fosforilada es incapaz de inhibir 
a los factores transcripcionales de la familia E2F y así estos factores de transcripción pueden 
ejercer su función de promover la expresión de los genes necesarios para la replicación del ADN 
en la fase S (Murphy y Dickler, 2015). De este modo, la sobreexpresión de la ciclina D1 conlleva 
a una estimulación de esta ruta, sobreactivando las CDK4/6 provocando una proliferación 
descontrolada de las células (Figura 2).  
 
El fármaco palbociclib se desarrolló a partir de compuestos de piridopirimidina y posee una alta 
selectividad por CDK4 y CDK6. Su mecanismo de acción está basado principalmente en inhibir 
específicamente las CDK4/6 para que la proteína Rb quede hipofosforilada y pueda ejercer su 
acción sobre el factor transcripcional E2F, derivando a las células con una alta proliferación al 









Figura 2. Mecanismo de acción del receptor de estrógenos alfa. El receptor de estrógenos alfa (RE alfa) 
promueve la expresión de la ciclina D1 que interacciona con las quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6 
(CDK4/6) las cuales fosforilan (P) y bloquean la proteína del retinoblastoma (Rb). Así, el factor de 
transcripción E2F está libre y promueve la expresión de genes necesarios en la fase S, promoviendo la 
proliferación celular . 
 
Sin embargo, palbociclib también actúa en otras vías de las CDK4/6, como se indica en la Figura 
3. Por un lado, promueve la apoptosis celular desencadenada por especies reactivas de oxígeno 
(ROS) inhibiendo la CDK6. Se ha descubierto que en las células tumorales el complejo de CDK6 
junto a la Ciclina 3 interviene en el metabolismo celular, fosforila e inhibe dos enzimas clave de 
la vía glucolítica, la 6-fosfofructoquinasa (PFK1) y la piruvato quinasa M2 (PKM2) lo que conduce 
a la síntesis de NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) y glutatión que son claves 
en el mecanismo de defensa de ROS. De este modo, palbociclib al inhibir la CDK6 conllevaría a 
la restricción en la producción de NADPH y glutatión promoviendo la apoptosis celular 
desencadenada por ROS (Wang et al., 2017). También se ha observado que CDK4/6 activados 
tienen como objetivo la estabilización y activación mediante fosforilación de la proteína FOXM1 
(Forkhead Box M1) cuya función es mantener la expresión de los genes que impulsan la división 
celular, suprimir la entrada en la senescencia y eliminar los niveles de ROS. Así pues, palbociclib 
al inhibir CDK4/6 impide la ejecución de estos mecanismos proliferativos y de protección 
(Anders et al., 2011; Xu et al., 2017). 
 
Además, un estudio demuestra que la inhibición de las CDK4/6 estimula la inmunidad 
antitumoral (Goel et al., 2017). Como se ha mencionado anteriormente, al inhibir CDK4/6, se 
obstaculiza la función de E2F y un objetivo de éste es el gen de la ADN (citosina-5)-
metiltransferasa 1 (DNMT1), por consiguiente, los genes retrovirales endógenos (ERVs) quedan 
hipometilados y se expresan, desencadenando una mímica viral. De este modo se estimula la 
producción de interferón tipo III en las células tumorales que de forma autocrina promueve la 
expresión de los productos de genes estimulados por interferón implicados en la adhesión y 
coestimulación de linfocitos, mejorando su capacidad de presentación antigénica (Goel et al., 
2017). De forma adicional, también se observó que la inhibición de CDK4/6 suprimía 
selectivamente la proliferación de linfocitos inmunosupresores, es decir, los linfocitos T 
reguladores, posiblemente porque presentan mayor expresión de Rb que los demás linfocitos 
(Goel et al., 2017; Heng et al., 2008). 
Palbociclib también ha demostrado tener actividades independientes a CDK4/6. En el estudio 
llevado a cabo por Miettien et al. (2018) se reveló que palbociclib tenía un impacto sobre la 
actividad del proteasoma 26S. De este modo, palbociclib interactuaba con la proteína Ecm29 
que en condiciones normales actúa como represor del proteasoma (Finley et al., 2016), y así de 
forma indirecta conducía a una hiperactivación de la actividad proteasómica que se asoció con 




hidroxi-metil-glutaril-CoA reductasa) y CDK4, reduciendo la proliferación de las células 




Figura 3. Principales rutas inhibidas por palbociclib. (1) En condiciones normales, las quinasas 
dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK4/6) activas fosforilan (P) la proteína del retinoblastoma (Rb), el factor 
de transcripción E2F libre promueve la división celular y la expresión de la proteína ADN (citosina-5)-
metiltransferasa 1 (DNMT1) la cual inhibe la expresión de genes retrovirales endógenos (ERVs) que 
mejoran la presentación antigénica cuando son expresados. Palbociclib se une a CDK4/6 inhibiendo esta 
vía conllevando una inhibición de la progresión del ciclo celular y promoviendo la expresión de ERVs que 
mejoran la presentación antigénica. (2) Palbociclib se une a CDK4/6, impide que se fosforile y active la 
proteína Forkhead Box M1 (FOXM1) y esta no realiza sus funciones implicadas en división celular, 
supresión de senescencia y eliminación de especies reactivas de oxígeno (ROS). (3) CDK6 inhibe la 6-
fosfofructoquinasa (PFK1) y la piruvato quinasa M2 (PKM2) que conlleva una producción de agentes de 
defensa de ROS como nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) y glutatión; palbociclib al unirse 
a CDK6 impide la defensa frente a ROS por esta vía. (4) Palbociclib se une a la proteína Ecm29 e impide 
que esta reprima el proteasoma por lo que se activa la actividad proteasómica que degrada proteínas 
implicadas en la proliferación. 
 
Asimismo, las propiedades químicas de este fármaco también contribuyen a la inducción de 
senescencia. Debido al pKa (media logarítmica de la constante de acidez) de palbociclib, este 
puede sufrir un fenómeno llamado atrapamiento lisosómico mediante el cual este fármaco 
cuando no está protonado es permeable a membranas a pH neutro y cuando se protona a pH 
ácido se vuelve impermeable, así se acumula reversiblemente en los lisosomas y otros 
compartimentos ácidos, creándose un equilibrio entre las membranas celulares. En 
consecuencia, este almacenamiento y liberación por parte de los lisosomas puede implicar un 
mayor tiempo de exposición al fármaco manteniendo de forma continua la inhibición de CDK4/6 
y promoviendo la senescencia. Además, este fenómeno también sucede en las células 
resistentes al efecto de palbociclib y se ha observado que estas pueden liberar el fármaco al 
espacio extracelular produciendo una senescencia paracrina a las demás células sensibles 
(Llanos et al., 2019).  
 
Respecto a los efectos secundarios observados por palbociclib, los principales efectos 
indeseados más comunes son neutropenia, leucopenia, fatiga, náuseas, artralgia y alopecia, 









Paclitaxel es un fármaco quimioterapéutico del grupo de los taxanos ampliamente empleado en 
la clínica. Se ha utilizado para tratar muchas formas de cáncer, incluidos los cánceres de mama, 
ovario y pulmón (Mekhail y Merkman, 2002). Este compuesto activo se identificó como agente 
antitumoral a partir de un extracto del árbol Taxus brevifolia (Wani et al., 1971) y la Agencia de 
Medicamentos y Alimentación (FDA) lo aprobó para el tratamiento cáncer de mama en el 1994. 
Actualmente es el agente quimioterapéutico más utilizado en este tipo de cáncer, 
principalmente metastásico (Zhuang et al., 2016). El principal mecanismo de acción de paclitaxel 
es antimitótico ya que detiene el ciclo celular e induce apoptosis inhibiendo la función de los 
microtúbulos. 
 
Los microtúbulos son esenciales para numerosos procesos celulares como el crecimiento y 
división celular, el tráfico celular, señalización celular o la motilidad. Están formados por 
protofilamentos constituidos por heterodímeros de alfa y beta tubulina. Estos heterodímeros 
con GTP (guanosín trifosfato) se activan y forman un polímero estable, pero cuando se hidroliza 
el GTP a GDP (guanosín difosfato), se desestabilizan las uniones y el microtúbulo se 
desensambla. Esta capacidad de polimerización dinámica permite al microtúbulo crecer y 
decrecer para poder cumplir con sus funciones. (Jordan y Wilson, 2004; Kueh y Mitchison, 2009). 
Para poder llevar a cabo la mitosis, son esenciales los microtúbulos ya que estos forman el huso 
mitótico cuya función es asegurar la segregación cromosómica en la anafase (Foley y Kapoor, 
2013).  
 
Paclitaxel promueve la apoptosis celular mediante dos mecanismos de acción principales. El 
principal de ellos es a través de la unión a la subunidad de beta tubulina del microtúbulo, de 
este modo estabiliza la estructura impidiendo su desensamble e inhibiendo que realice su 
función, en consecuencia, se bloquea la mitosis de forma sostenida, lo que desencadena la 
señalización molecular intrínseca de apoptosis (Zhang et al., 2014). Se han sugerido distintas 
explicaciones por las que este antineoplásico genere dicha estabilización como que estabilice el 
microtúbulo fortaleciendo las interacciones laterales de los protofilamentos adyacentes 
(Nogales et al,1999; Prota et al., 2013), que confiera al microtúbulo flexibilidad, reduciendo la 
tensión y aumentando la estabilidad (Mitra y Sept, 2008), o que induzca una conformación 
similar a cuando se encuentra el GTP sin hidrolizar (Elie-Caille et al., 2007), entre otros. 
 
El segundo de ellos es mediante la unión a la proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) que consta de 
un sitio de unión homólogo al sitio por el que se une paclitaxel a la beta tubulina (Ferlini et al., 
2009). La proteína Bcl-2 es un elemento antiapoptótico que regula negativamente el complejo 
de poros de transición de permeabilidad y así evita la permeabilización de la membrana externa 
mitocondrial para que no se liberen al citosol las proteínas Citocromo C o Smac, que 
desencadenan la vía de señalización directa a la apoptosis (Montero y Letai, 2018). De este 
modo, al producirse la unión entre el fármaco y Bcl-2 la función de esta proteína se bloquea y 
se revierte, facilitando la liberación de las proteínas necesarias para desencadenar la apoptosis 
(Ferlini et al., 2009). Además, se ha observado que paclitaxel al intervenir en la permeabilidad 
del poro de transición de las mitocondrias, altera el potencial de membrana y causa una 
liberación de calcio mitocondrial hacia el citosol, esta acumulación de calcio citosólico causa 
estrés celular, lo que promueve de forma adicional la muerte celular (Kidd et al., 2002).  
 
Por otro lado, paclitaxel también tiene la capacidad de modular la respuesta inmune del 
microambiente del tumor. Este antineoplásico actúa como agonista del lipopolisacárido y se une 
a su receptor, el Receptor tipo Toll 4 (TLR4), así puede activar a los macrófagos del 
microambiente que actúan destruyendo las células tumorales y su estimulación induce la 




killer o linfocitos citotóxicos; además, a través del mismo receptor, paclitaxel también estimula 




Figura 4. Principales mecanismos de acción  de paclitaxel. (1) Paclitaxel (PTX) se une por la beta tubulina 
a los microtúbulos y los estabiliza impidiendo la mitosis, lo que genera señales proapoptóticas. (2) 
Paclitaxel se une a la proteína antiapoptótica Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) en la membrana mitocondrial, 
revierte su función y promueve la liberación del Citocromo C, Smac y calcio derivando en apoptosis 
celular. (3) Paclitaxel activa los macrófagos y las células dendríticas a través del Receptor tipo Toll 4 (TLR4) 
promoviendo la inmunidad antitumoral. 
 
Como se ha mencionado, paclitaxel es un quimioterapéutico ampliamente utilizado. En cambio, 
su efectividad se ve condicionada por los numerosos efectos adversos que provoca. Entre los 
principales efectos adversos se encuentran la neutropenia, fatiga, mialgia o artralgia (Sibaud et 
al., 2016).  
 
Se sabe que paclitaxel es un potencial inductor de reacciones de hipersensibilidad, provocando 
reacciones cutáneas significativas. En una recopilación de datos clínicos de paclitaxel (junto con 
docetaxel) se observó que las reacciones cutáneas como enrojecimiento, prurito y urticaria 
derivadas de reacciones de hipersensibilidad inmediata se dieron en un 86% de los casos (Caiado 
y Picard, 2014). Además, se ha informado de distintos efectos adversos dermatológicos que 
pueden derivarse de la terapia con paclitaxel como pueden ser descamación, lupus eritematoso 
o eritrodisestesia palmoplantar (Litt y Shear, 2017). 
 
La sensibilización cutánea producida por paclitaxel puede venir desencadenada por su 
capacidad inmunoestimuladora. Como se ha mencionado, se ha observado que paclitaxel tiene 
la capacidad de unirse al receptor TLR4, induciendo por un lado la activación de los macrófagos 
que se diferencian en un fenotipo inflamatorio, y también una maduración de las células 
dendríticas que posteriormente activarían los linfocitos para dar una reacción inmunitaria. Esta 
activación en el microambiente tumoral aporta beneficios, sin embargo, en órganos como en la 
piel puede derivar en una reacción de sensibilización cutánea (Pfannenstiel et al., 2010). 
Además, cabe destacar que los queratinocitos, principales componentes de la epidermis, tienen 
una alta susceptibilidad a paclitaxel el cual tiene efecto citotóxico en ellas. Se ha observado que 
paclitaxel induce apoptosis en queratinocitos activando la cascada de caspasas ya que se ha 
identificado la activación de la caspasa 8 y 3 después de tratar queratinocitos humanos con este 




1.3. SENSIBILIZACIÓN CUTÁNEA. 
  
La sensibilización cutánea es la consecuencia de una respuesta alérgica inducida por la 
exposición de la piel a un compuesto químico sensibilizante y normalmente se utiliza para 
denotar la conocida dermatitis alérgica por contacto en humanos (BINGHAM, 2017). Es un 
proceso complejo a través del cual se produce una reacción cutánea caracterizada por 
enrojecimiento, hinchazón y picazón. La sensibilización de la piel se describe en dos etapas: una 
fase de inducción o sensibilización a través de la cual se generan linfocitos T específicos del 
alérgeno y una fase de activación en la que se produce la subsecuente reacción inmune 
exagerada cuando el individuo se reexpone al agente sensibilizante (Strickland et al., 2016). 
 
Aunque no se conoce completamente el mecanismo de sensibilización cutánea, a partir del 
conocimiento existente la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos (OECD) 
ha construido un marco conceptual conocido como Adverse Outcome Pathway (AOP) que, 
centrándose particularmente en los compuestos químicos orgánicos, recoge los distintos 
eventos clave que componen la fase de inducción: la unión covalente del compuesto químico a 
proteínas endógenas de la piel, activación de queratinocitos, activación de células dendríticas y 
proliferación de células T (Figura 5) (OECD, 2012).  
 
Evento clave 1: evento molecular iniciador (haptenación) 
 
En la fase de inducción, el compuesto químico (hapteno) penetra en la epidermis y se une de 
forma covalente e irreversible a proteínas internas de la piel, se produce la haptenación, que es 
el primer evento clave (Roberts y Aptula, 2008). Para que esto ocurra, el compuesto químico 
debe ser electrófilo. Puede que el compuesto sea de naturaleza electrofílica directamente o que 
inicialmente sea no reactivo (pre-electrófilo) y se convierta en una sustancia reactiva mediante 
un proceso abiótico (normalmente oxidación), o que de ser una sustancia no reactiva (pro-
electrófilo) se transforme en reactivo por vía del metabolismo (principalmente metabolismo del 
queratinocito) (OECD, 2012). 
 
De este modo, un compuesto químico electrófilo reacciona con los aminoácidos nucleofílicos de 
las proteínas. Los electrófilos no reaccionan específicamente con un particular objetivo 
molecular, es decir, pueden reaccionar con distintos sustituyentes nucleófilos. Así, los sitios 
nucleofílicos identificados con los que los compuestos químicos sensibilizantes pueden 
reaccionar son: el grupo tiol de la cisteína y glutatión, átomos de azufre de la metionina, grupos 
amino primarios de la lisina y arginina, y grupos amino secundarios de la histidina, aunque 
principalmente la unión covalente se da en residuos de lisina y cisteína (Schwöbel et al., 2011). 
La identidad y ubicación de las proteínas que sufren esta reacción covalente se desconoce 
actualmente (Parkinson et al., 2018).  
 
Así, este conjugado final de hapteno-proteína tiene la capacidad activar vías de señalización de 
células dendríticas y queratinocitos. Este primer evento puede ser analizado con el Ensayo de 
Reactividad Peptídica Directo (DPRA). 
 
Evento clave 2: Activación de queratinocitos 
 
Los queratinocitos pueden activarse en respuesta al contacto con el hapteno y/o al complejo 
hapteno-proteína (Urbisch et al., 2015). De este modo, se activan vías citoprotectoras además 
de la producción de citoquinas pro-inflamatorias, como la citoquina pro-inflamatoria 





La exposición de los queratinocitos a los compuestos sensibilizantes deriva en la activación de 
los elementos de respuesta a antioxidantes/electrófilos (ARE/EpRE) los cuales regulan la 
expresión de distintos genes en respuesta a estrés oxidativo o a compuestos electrófilos. El 
mecanismo mencionado depende de la vía Keap1/Nrf2 (Kelch-like ECH-associated protein 
1/Nuclear erythroid 2-related factor 2). La proteína Keap1 está compuesta por residuos de 
cisteína reactivos, por lo que el compuesto sensibilizante electrófilo se une a Keap1 lo que causa 
que esta proteína se disocie de la proteína Nrf2. De este modo, la proteína Nrf2 liberada se 
acumula en el núcleo, interacciona con otras proteínas y actúa sobre los elementos ARE/EpRE 
que se encuentran en la región promotora de genes citoprotectores como NADPH-quinona 
oxidoreductasa 1 (NQO1) o glutatión S-transferasa (GSHST) (Natsch y Emter, 2008; OECD, 2012). 
Este segundo evento clave se puede analizar mediante ensayos in vitro con la línea celular 
Keratinosens. 
 
Evento clave 3: Activación de células dendríticas 
 
Las células que se encargan de presentar el compuesto químico como antígeno para provocar 
una respuesta del sistema inmune adaptativo son las células dendríticas. En la epidermis de la 
piel se encuentran las células de Langerhans que son las células dendríticas inmaduras, y en la 
dermis se ubican células dendríticas. Estas células dendríticas reconocen el hapteno unido al 
péptido covalentemente y tienen la capacidad de internalizarlo y procesarlo, de esta forma se 
inicia la maduración de estas células, lo que conlleva la pérdida de la capacidad de reconocer los 
conjugados de compuesto químico-proteína, pero se adquiere la competencia para presentar el 
antígeno procesado a los linfocitos T naive mediante el complejo mayor de histocompatibilidad 
(CMH) (Ryan et al., 2007). Para que se de esta presentación antigénica, las células dendríticas 
tienen que migrar al ganglio linfático, donde se encuentran las células T naive.  
 
La presencia de quimiocinas y citoquinas es clave ya que además de estimular la maduración, 
promueven la migración de las células dendríticas. Especialmente las citoquinas epidérmicas 
interleucina-1beta, el factor tumoral de necrosis-alfa, y la IL-18, dan lugar a la migración de las 
células de Langerhans de la epidermis a la dermis y a los ganglios linfáticos, y también las 
quimiocinas derivadas del endotelio linfático como CCL21 y CCL19 guían a las células dendríticas 
por los vasos linfáticos aferentes hacia el ganglio linfático (Antonopoulous et al., 2008; Ohl et 
al., 2004).  
 
Durante este proceso de activación de las células dendríticas por exposición a un compuesto 
sensibilizante, se producen simultáneamente cambios fenotípicos como la secreción de 
quimiocinas y citoquinas activadoras de los linfocitos T, mayor expresión de receptores de 
quimiocinas, mayor expresión de moléculas coestimuladoras como CD86 o CD40, o mayor 
expresión de moléculas de adhesión intercelular como CD54 para facilitar la activación de los 
linfocitos T (Kimber et al., 2011; Ryan et al., 2007). Este evento clave puede ser testado in vitro 
mediante el Test de Activación de la Línea Celular humana (h-CLAT). 
 
Evento clave 4: Proliferación de células T 
 
Como se ha indicado, las células dendríticas activadas se dirigen al ganglio linfático local para 
darse el paso final de la fase de sensibilización. Una vez allí, se produce una primera señal de 
activación y diferenciación de los linfocitos T, las células dendríticas presentan el complejo 
hapteno-proteína procesado a través del CMH y se reconoce por los receptores de las células T. 
Otras señales adicionales de activación se dan por el reconocimiento de las moléculas co-
estimuladoras presentadas por la célula dendrítica, como CD86 o CD40 reconocidas por la 
molécula CD28 de los linfocitos T; y por la secreción de citoquinas por parte de las células 




conduce a que se activen y diferencien las células T en linfocitos T efectores de clase CD8+ que 
son los citotóxicos y de clase CD4+ que son los reguladores, además de generarse células T 
efectoras de memoria. Estos linfocitos diferenciados y específicos migran a la piel para actuar 
rápidamente y desencadenar la inflamación cuando se de una nueva exposición a este agente 
sensibilizante por la fase de activación (Vocanson et al., 2009). Este último evento clave puede 
ser testado por un ensayo in vivo. 
 
 
Figura 5. Representación de la fase de inducción de la sensibilización cutánea. El primer evento clave se 
basa en la unión del hapteno (compuesto químico) a una proteína endógena de la piel. En el segundo 
evento clave los queratinocitos que componen la epidermis se activan en respuesta al contacto con el 
hapteno y/o al complejo hapteno-proteína produciendo citoquinas pro-inflamatorias y activando vías 
citoprotectoras. En el tercer evento clave, las células de Langerhans y las células dendríticas de la dermis 
procesan el complejo hapteno-proteína, maduran y se dirigen al ganglio linfático local para activar los 
linfocitos T. Finalmente, en el cuarto evento clave los linfocitos T son activados, proliferan y migran a la 
piel. 
 
Aunque el proceso de sensibilización que se acaba de exponer se basa en la aplicación tópica, 
es decir, en efectos directos, este proceso de sensibilización de la piel puede ocurrir por un 
mecanismo indirecto a partir de la administración sistémica de un compuesto químico. De este 
modo, un fármaco administrado por ejemplo por vía oral puede propagarse hasta alcanzar la 
piel a través de la circulación sistémica y puede acumularse allí pudiendo desencadenar efectos 
adversos cutáneos que incluyen el mencionado mecanismo de sensibilización cutánea 
(Hardwick et al., 2020). 
 
1.4. TÉCNICAS DE EVALUACIÓN 
 
Dada la importancia de tal órgano como la piel y el impacto negativo que suponen los efectos 
adversos dermatológicos, existe un gran interés en poder predecir las posibles alteraciones 
cutáneas que puede desencadenar un compuesto químico. 
 
Para analizar la capacidad de una sustancia para provocar una sensibilización cutánea, 
típicamente se han empleado animales de laboratorio. Así, los métodos comunes que se han 
utilizado a lo largo de los años han sido la Prueba de Maximización del Conejillo de Indias 




Linfático Local (LLNA) que ha sido el más utilizado, ya que analiza particularmente la fase de 
inducción y se utiliza un procedimiento menos doloroso para el animal (Frank Gerberick et al., 
2007). 
 
Sin embargo, a lo largo de los años el interés por disminuir el uso de animales de laboratorio ha 
ido creciendo. Esto ha estimulado el desarrollo de numerosos métodos alternativos al uso de 
animales, ya sean in chemico, in vitro o in silico. Así, entre los métodos alternativos adoptados 
por la OECD y validados por el Centro Europeo para la Validación de Métodos Alternativos 
(ECVAM) están el Ensayo de Reactividad Peptídica Directo (DPRA), el método de prueba de 
luciferasa ARE-Nrf denominado Keratinosens y el Test de Activación de la Línea Celular humana 
(h-CLAT) (BINGHAM, 2017). Cada uno de los mencionados métodos aborda un evento clave del 
AOP y para discernir entre un compuesto sensibilizante y uno no sensibilizante la información 
obtenida por estos métodos es empleada en conjunto y combinada con otras fuentes de 
información, como puede ser la información de la herramienta QSAR Toolbox (OECD, 2019).  
 
De este modo, la OECD ha establecido un enfoque definido llamado "2 de 3" en el que para 
identificar si un compuesto es o no sensibilizante se combina la información obtenida de tres 
métodos que cubran cada uno un evento de los tres primeros eventos clave de la AOP. Para 
llegarse a una clasificación, al menos dos de los tres resultados deben ser concordantes. Así, los 
métodos que incluye son para el primer evento clave DPRA, para el segundo Keratinosens y para 
el tercero h-CLAT (OECD 2019). 
 
1.4.1. Ensayo directo de reactividad peptídica (DPRA) 
 
El DPRA es un procedimiento in chemico que evalúa el evento molecular iniciador, es decir, la 
haptenación del mecanismo AOP de sensibilización cutánea. Como ya se ha mencionado, en 
este primer evento clave el compuesto químico electrófilo reacciona covalentemente con los 
grupos nucleófilos de los residuos de lisina y cisteína de las proteínas endógenas de la piel. Así, 
la técnica de DPRA se basa en incubar el compuesto a testar con péptidos de lisina y cisteína 
sintéticos, con el objetivo de cuantificar la cantidad de péptido agotado. Cabe destacar que la 
OECD contempla un modelo de predicción basado solo en la realización del ensayo con el 
péptido de cisteína, este modelo es el empleado en este trabajo por problemas de 
precipitaciones al emplear el péptido de lisina (OECD, 2019). 
 
Esta técnica DPRA se realiza mediante HPLC (cromatografía líquida de alta eficacia) y ha 
demostrado tener una precisión del 80%, una sensibilidad también del 80% y una especificidad 
del 77%, además de una reproducibilidad en sus predicciones del 80% entre laboratorios y del 
85% dentro de los laboratorios (IHCP, 2013; Natsch et al., 2013;OECD, 2019) 
 
Para que el ensayo por DPRA se dé por válido, debe cumplir los siguientes criterios de aceptación 
establecidos (OECD, 2019): 
 
La ejecución del ensayo con el equipo HPLC debe cumplir los siguientes requisitos: 
 
• La curva de calibración estándar debe tener una r2 >0.99. 
• El valor medio del porcentaje de disminución del péptido de las tres réplicas para el control 
positivo (aldehído cinámico) debe ser para el péptido de cisteína de entre 60.8 y 100%. 
Respecto a la desviación estándar (SD) para las replicas del control positivo deben ser 
menores a 14.9% en el caso de la disminución de cisteína. 
• El coeficiente de variación de las áreas de pico del péptido de los controles de referencia (en 





Para que los resultados del compuesto químico a testar se consideren válidos: 
 
• La SD máxima, para las tres réplicas del compuesto químico, para el porcentaje de 
disminución del péptido de cisteína debe ser menor a 14.9%. 
• La media de la concentración de los tres controles de referencia en el solvente adecuado 
debe ser de 0.50±0.05 mM. 
  
Finalmente, este ensayo clasifica el compuesto testado en cuatro categorías según el porcentaje 
de disminución del péptido de cisteína, según el modelo de predicción que se muestra en la 
siguiente Tabla 1. 
 
Tabla 1. Modelo de predicción del Ensayo Directo de Reactividad Peptídica (DPRA) con solo cisteína. 
 
Media del % de disminución de cisteína Clase de reactividad Predicción DPRA 
0% £ media % disminución £  13.89% No o reactividad mínima Negativo 
13.89% £ media % disminución £  23.09% Reactividad baja Positivo 
23. 09% £ media % disminución £  98.24% Reactividad moderada Positivo 
98.24% £ media % disminución £  100% Reactividad elevada Positivo 
   
Limitaciones de la técnica 
 
Los compuestos químicos a testar no incluyen compuestos metálicos ya que estos reaccionan 
de forma no covalente con los péptidos. Además, el compuesto químico debe ser soluble en un 
solvente adecuado a una concentración final de 100mM, en caso de no ser soluble a esta 
concentración el compuesto químico puede ser evaluado por esta técnica pero a menores 
concentraciones, teniendo en cuenta que un resultado positivo serviría para respaldar su 
potencial sensibilizante pero un resultado negativo no podría afirmar que no se de reactividad 
con el péptido (OECD, 2019). 
 
Cabe destacar que los pro-haptenos que requieren una activación por vía metabólica para 
desencadenar una sensibilización cutánea no son adecuados para este método de evaluación 
debido a la ausencia de actividad metabólica. Respecto a los pre-haptenos que requieren una 
transformación abiótica, la capacidad de DPRA para detectarlos no está clara aunque ha 




Keratinosens es una técnica in vitro de análisis del potencial sensibilizante de un compuesto 
químico basado en el segundo evento clave del proceso del AOP, la activación de queratinocitos 
(OECD, 2018). Una característica de la activación de queratinocitos por agentes sensibilizantes 
es la activación de los genes dependientes de la activación de los elementos ARE/EpRE mediada 
por Nrf2 (Natsch y Emter, 2008). El método Keratinosens aprovecha este mecanismo utilizando 
una línea celular adherente inmortalizada derivada de queratinocitos humanos (HaCaT) 
modificada genéticamente. Dicha línea celular está transfectada con un plásmido que consta del 
gen de la luciferasa, cuya regulación está bajo el control transcripcional del promotor SV40 
fusionado a la secuencia ARE del gen AKR1C2 (Aldo-keto reductase family 1 member C2). De este 
modo, si el compuesto a testar se une a Keap1, Nrf2 será liberada, activará los ARE/EpRE y se 
expresará el gen reportero de la luciferasa que con el sustrato adecuado emitirá una señal de 




químico de activar esta ruta, como se representa en la Figura 6 (Natsch y Emter, 2016; OECD, 
2018).  
 
Figura 6. Mecanismo molecular utilizado en Keratinosens. El compuesto químico electrófilo se une a la 
proteína Keap1 por el grupo tiol (representado por los círculos S unidos a H) de la cisteína, Nrf2 es liberada, 
se une a los elementos de respuesta antioxidante (ARE/EpRE) y se expresa el gen de la luciferasa. 
  
Además, paralelamente se realiza un ensayo de viabilidad celular mediante el ensayo MTT 
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) para evaluar la citotoxicidad del 
químico (OECD, 2018).  
 
Esta técnica ha demostrado una precisión del 77%, una sensibilidad del 78%, y una especificidad 
de 76%, además de una reproducibilidad en sus predicciones del 86% tanto dentro del 
laboratorio como entre laboratorios (Griesinger et al., 2014). 
 
Los criterios de aceptación de esta técnica son los que se describen a continuación (OECD, 2018): 
 
• La actividad inducida de la luciferasa en el control positivo aldehído cinámico debe ser 
estadísticamente significativo superando el umbral de 1.5 al menos en una de las 
concentraciones testadas (de 4 a 64µM). 
• El valor EC1.5 (concentración a la cual la inducción de la actividad de la luciferasa es igual a 
1.5) para el aldehído cinámico debe estar comprendido entre 7 y 30µM. Además, la media 
de inducción entre las tres réplicas para el aldehído cinámico a 64µM debe estar entre 2 y 
8.  
• El coeficiente de variación promedio de la lectura de luminiscencia para el control del 
solvente debe ser menor a 20% en cada repetición. 
 
Finalmente, para que la predicción por Keratinosens sea positiva, se deben cumplir, en al menos 
dos repeticiones, los siguientes puntos (OECD, 2018): 
 
• La Imax (inducción de la actividad luciferasa máxima global) debe ser igual o superior a 1.5 y 
con una diferencia estadísticamente significativa del control negativo. 
• La viabilidad celular debe ser superior al 70% en la menor concentración con una inducción 
de la actividad luciferasa mayor o igual a 1.5. 





Limitaciones de la técnica 
 
El compuesto químico testado debe ser soluble o formar una dispersión estable en el solvente 
utilizado. Cabe destacar la limitación en el mecanismo de esta técnica ya que se basa en que los 
compuestos sensibilizantes electrófilos reaccionen de forma covalente principalmente con la 
cisteína de la proteína Keap1, sin embargo, puede haber electrófilos que tengan más afinidad 
por otro tipo de nucleófilos, como la lisina. Además, los pro-haptenos y pre-haptenos tienen una 
detección limitada debido a la limitada capacidad metabólica de la línea celular utilizada y las 
condiciones experimentales, respectivamente (OECD, 2018). 
 
1.4.3. Test de Activación de la Línea Celular humana (h-CLAT) 
 
El método h-CLAT es un ensayo in vitro que analiza la capacidad de un compuesto químico para 
desencadenar sensibilización cutánea mediante la representación del tercer evento clave del 
AOP, la activación de células dendríticas (OECD, 2018). Como ya se expuso, las células 
dendríticas tienen la capacidad de reconocer el complejo generado por la unión del compuesto 
químico y las proteínas de la piel, activándose y cambiando su fenotipo. Uno de los cambios 
representativos es la expresión de marcadores de superficie de membrana como son el CD86 y 
CD54. Esta técnica se beneficia de este mecanismo ya que su predicción se basa en analizar estos 
biomarcadores. Debido a la dificultad en la obtención de las células dendríticas y a que su 
empleo rutinario en técnicas de sensibilización cutánea todavía supone problemas, se utiliza la 
línea celular de leucemia monocítica aguda THP-1 (Sakaguchi et al., 2008).  
 
Estas células THP-1 han demostrado su potencial para mimetizar a las células dendríticas, así, 
después de su exposición a compuestos sensibilizantes se activan expresando los marcadores 
de superficie CD86 y CD54 (Figura 7) (Miyazawa et al., 2007).  De este modo, las células THP-1 
se incuban con el compuesto a testar y posteriormente se cuantifican los cambios en los 
marcadores de superficie utilizando anticuerpos marcados con fluorocromos específicos de 
CD86 y CD54 mediante citometría de flujo. Al emplear células, además se realiza una medición 
de citotoxicidad empleando la tinción con yoduro de propidio que tiñe las células no viables 
(OECD, 2018).  
 
Figura  7. Activación de la célula THP-1 por un compuesto químico sensibilizante. Al activarse el 






Como las demás técnicas, h-CLAT también está sujeta a unos criterios de aceptación que se 
presentan a continuación (OECD, 2018): 
 
• La viabilidad celular en los controles de solvente debe ser superior al 90%. 
• En los controles del solvente el valor la intensidad de fluorescencia relativa (IFR) para CD86 
y CD54 no debe sobrepasar el 150% y el 200% respectivamente. 
• En los controles positivos (2,4-dinitroclorobenceno y sulfato de níquel) el valor IFR para 
CD86 y CD54 debe sobrepasar el 150% y el 200% respectivamente con una viabilidad celular 
superior al 50%.  
 
Respecto al modelo de predicción, el resultado finalmente se considerará positivo en el caso de 
que una de las siguientes condiciones se cumpla en al menos dos ejecuciones independientes 
(OECD, 2018): 
 
• El valor de IFR de CD86 debe ser  ≥ 150% al menos en una concentración del compuesto a 
testar y con una viabilidad celular ≥ al 50%. 
• El valor de IFR de CD54 debe ser  ≥ 200% al menos en una concentración del compuesto a 
testar y con una viabilidad celular ≥ al 50%. 
 
Esta técnica ha demostrado una precisión de 85%, una sensibilidad del 93%, y una especificidad 
de 66%, además de una reproducibilidad en sus predicciones del 80% tanto dentro del 
laboratorio como entre laboratorios (IHCP, 2015; OECD, 2018). 
 
Limitaciones de la técnica 
 
El compuesto químico testado debe ser soluble o formar una dispersión estable, pero aquellos 
productos químicos con un Log Kow (coeficiente de reparto octanol-agua) mayor a 3.5 tienden 
a dar falsos negativos por lo que un resultado negativo no se considerará (OECD, 2018). Además, 
los pro-haptenos y pre-haptenos evaluados por esta técnica pueden derivar también en falsos 
negativos debido a la limitada capacidad metabólica de la línea celular utilizada y a las 
condiciones experimentales, respectivamente (OECD, 2018). 
 
1.4.4. QSAR Toolbox 
 
Por último, está el método in silico utilizando la herramienta QSAR (Quantitative structure 
activity relationship) Toolbox de la OECD. Esta herramienta es un software que relaciona la 
estructura del compuesto químico con la actividad farmacológica y tóxica, ayudando así en la 
evaluación de la toxicidad de productos químicos. Esta aplicación incorpora conocimiento 
teórico, datos experimentales y herramientas computacionales procedentes de varias fuentes. 
Así, esta aplicación permite llenar la ausencia en los datos de toxicidad de una sustancia de 
interés mediante un flujo de trabajo definido con unos pasos principales de: identificación de 
las características estructurales relevantes del compuesto químico de interés, identificación del 
posible mecanismo de interacción tóxico, la identificación de otros compuestos químicos con 
estructura y modo de acción similares y el uso de información previa y datos experimentales de 
los compuestos identificados como similares para dar una predicción. En esta aplicación se 
encuentra la opción de un flujo de trabajo automático que puede aplicarse para la predicción 






















Los objetivos generales de este trabajo son: 
 
• Analizar la capacidad sensibilizante de palbociclib mediante las técnicas DPRA, 
Keratinosens, h-CLAT y QSAR Toolbox. 
 
• Analizar la capacidad sensibilizante de paclitaxel mediante las técnicas DPRA, 
Keratinosens, h-CLAT y QSAR Toolbox. 
 
• Determinar si la combinación de las técnicas empleadas construye un buen modelo 
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En la siguiente Tabla 2 se clasifican los reactivos utilizados y materiales con sus respectivas 
referencias. 
 
Tabla 2. Reactivos y materiales utilizados junto con sus referencias. 
 
REACTIVO REFERENCIA 
2,4-Dinitroclorobenceno (DNCB) Sigma Aldich, 237329-10G  
6-Metilcumarina Sigma Aldrich, M36203 
Acetonitrilo Sigma Aldrich, 439134 
Ácido láctico  Sigma Aldrich, W261114-1KG-K 
Aldehído cinámico Sigma Aldrich, W228613 
Anticuerpo anti CD54 Dako, F7143  
Anticuerpo anti CD86 Dako, F7205  
Anticuerpo anti IgG Dako, X0927  
Dimetil sulfóxido (DMSO) Sigma Aldrich, 34869-1L-M  
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), low glucose, 
GlutaMAX™ Supplement, pyruvate  
Gibco, 11570586  
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Biowest, L0615-500  
Estreptomicina Lonza, DE 17-602E  
Fetal bovine serum (FBS) GE Healthcare Life Sciences, 
SV30160.03  
Fetal Calf Serum (FCS) Amimed, 2-01F00-I 
Geneticin™ Selective Antibiotic (G418 Sulfate) (50mg/mL) Gibco, 11558616  
Globulina Sigma- Aldrich, G2388-10G  
Isopropanol  Sigma Aldrich, I9516-25ML 
Keratinosens Givaudan Schweiz AG  
Línea celular THP-1 LGC Standars, ATCC-TIB-202  
Luciferase Assay System 10-pack  Promega, E1501  
Paclitaxel MedChemExpress, HY-B0015 
Palbociclib Selleckchem, S1116 
Passive Lysis 5X Buffer  Promega, E1941  
Péptido sintético de cisteína (Ac-RFAACAA-COOH) Genosphere Biotechnologies 
Placa 96 pocillos opaca Greiner Bio-One, 655083  
Placa 96 pocillos transparente Sigma Aldrich, CLS3595- 50EA  
Placa transparente 24 pocillos Corning, 3526  
RPMI (Medio Roswell Park Memorial Institute)-1640  ATCC, 30-2001 
Staining buffer  Invitrogen, 00-4222-26  
Sulfato de níquel Sigma Aldrich, N4882-1KG  
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio 
(MTT)  
Sigma Aldrich, M2128-1G  
TrypLE™ Select Enzyme (1X) Gibco, 12563029 
Vial de cristal Agilent Technologies, 5190-9062 












En el cultivo rutinario de la línea transgénica Keratinosens se utilizó el medio DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium), low glucose, Glutamax™ Supplement, pyruvate con 9,1% de FCS y con 
Geneticin™ Selective Antibiotic en frascos de 75 cm2.  Las células se incubaron y se mantuvieron 




Para el cultivo rutinario de las células monocíticas humanas de leucemia THP-1 se utilizó el 
medio RPMI-1640 con suplemento de 10% de FBS, con un cóctel de 100 unidades/mL de 
penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. Se emplearon frascos de 175 cm2 y se dejaron crecer 
hasta alcanzar la confluencia deseada.  
 
3.2.2. Técnicas de sensibilización cutánea 
 
3.2.2.1. Ensayo directo de reactividad peptídica (DPRA) 
  
En DPRA, primero se preparó la solución en fresco del péptido de cisteína (Ac-RFAACAA-COOH) 
a una concentración final de 0.667mM a un pH de 7.5 en tampón fosfato (100mM).  
 
Posteriormente se prepararon las mezclas de cisteína con el compuesto a testar. La OECD indica 
que los compuestos a testar deben incubarse con la solución de cisteína con una relación 1:10, 
con una concentración del péptido de 0.5mM y 5mM del compuesto a testar enrasando con 
acetonitrilo. Sin embargo, a partir de los antineoplásicos llegar a esta concentración es una gran 
dificultad y provoca problemas de precipitación. De este modo, se prepararon mezclas con el 
péptido de cisteína con palbociclib a concentración 0.5mM y 1mM, y mezclas con el péptido de 
cisteína con paclitaxel también a concentraciones de 0.5mM y 1mM (tres replicas por 
concentración). Respecto a los controles, se realizaron cuatro controles para verificar que la 
técnica funcionara correctamente: DNCB y aldehído cinámico como controles positivos y ácido 
láctico y 6-metilcumarina como controles negativos, todos ellos a una concentración de 5mM 
en la mezcla con el péptido, como indica la OECD. También se realizó un control de referencia 
de la solución peptídica a 0.5mM con el solvente utilizado (acetonitrilo) para verificar que el 
solvente utilizado para disolver los productos químicos no afectaba a la disminución peptídica. 
Se realizaron tres réplicas por control. 
 
Además, para poder realizar este ensayo, se elaboró una curva de calibrado del péptido por lo 
que se prepararon las diluciones del péptido cubriendo el rango de 0.534mM a 0.0167mM. Para 
ello, la primera dilución se preparó a partir de la dilución madre de cisteína a 0.667mM junto 
con acetonitrilo (cantidad del 20% del volumen total). A partir de esta primera dilución se 
realizaron las demás de forma seriada y con un tampón de dilución compuesto por de tampón 
fosfato (80%) y acetonitrilo (20%). También se incluyó en la curva un blanco del tampón de 
dilución. 
 
Todas estas mezclas se incubaron en viales de cristal adecuados para la inyección, en oscuridad 
y a una temperatura de 22.5-30ºC durante 24±2 horas antes de realizar el análisis mediante 





Transcurridas las 24 horas se procedió a analizar la curva patrón, los controles y las muestras. 
Para ello se hizo uso de un equipo de HPLC (Shimadzu 10AD) con una columna de fase reversa 
Zorbax SB-C-18 2,1mm x 100 mm x 3,5µm (Agilent, 861753-902) conectado a un detector 
ultravioleta (Shimadzu 10AV) para medir la absorbancia a una longitud de onda de 220 nm. Este 
HPLC previamente se equilibró a 30ºC con una fase móvil de 50% de fase A (0.1%(v/v) ácido 
trifluoroacético en agua) y 50% de fase B (0.085%(v/v) ácido trifluoroacético en acetonitrilo). 
Para el análisis se fijó un flujo de 0.35 mL/min, con un volumen de inyección de 10µL, empleando 
un gradiente lineal de 10 a 25% de acetonitrilo durante los primeros 10 minutos y después se 
incrementó rápidamente a 90% de acetonitrilo para eliminar posibles restos de muestra de la 
columna.  
 
A continuación, se determinó la concentración conservada de cisteína calculando el área debajo 
del pico (de la curva) a partir del cromatograma proporcionado por el HPLC e interpolando en la 
curva de calibrado hecha previamente. Posteriormente, para obtener el porcentaje de 
disminución peptídica para cada muestra se utilizó la siguiente fórmula: 
 
 
%	𝐷𝑖𝑠𝑚𝑖𝑛𝑢𝑐𝑖ó𝑛	𝑝𝑒𝑝𝑡í𝑑𝑖𝑐𝑎	 = 	 21 − 5
Á𝑟𝑒𝑎	𝑑𝑒𝑙	𝑝𝑖𝑐𝑜	𝑑𝑒	𝑙𝑎	𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎




Para esta técnica se realizó dos veces el mismo experimento de forma independiente. 
 
Cuando las células de Keratinosens llegaron a una confluencia de 80-90%, se tripsinizaron con 
TrypLE™ Select Enxyme (1X) y se sembraron a una concentración de 10.000 células/pocillo en 3 
placas opacas y 1 placa transparente, las tres de 96 pocillos, dejando un pocillo en cada placa 
como blanco (solo contendría medio sin células ni compuesto). Las células se incubaron con 
DMEM 9.1% de FCS sin antibióticos durante 24 horas. Posteriormente, se prepararon las 
distintas concentraciones de los compuestos a testar, palbociclib a 50ng/mL, 100ng/mL y 
150ng/mL y paclitaxel a 1ng/mL, 10ng/mL, 100ng/mL, 1000ng/mL y 10000ng/mL realizadas con 
medio DMEM con 1% de FCS sin antibióticos. También se prepararon los controles, se utilizaron 
el DNCB a 7.8, 3.91, 1.95 y 0.98 µM y aldehído cinámico a 4, 8, 16, 32 y 64 µM como controles 
positivos y como controles negativos el ácido láctico a 1000 µM e isopropanol a 1000 µM. 
Además, en este ensayo también se hicieron controles negativos empleando pocillos con células 
con medio sin compuesto químico que también servirían como control del solvente. De este 
modo, se retiró el medio de los pocillos y las células se incubaron con los productos a testar y 
los controles a las concentraciones indicadas por triplicado en luminiscencia y por duplicado en 
el ensayo de viabilidad, durante 48h a 5% de CO2 y a 37ºC. 
 
Para el ensayo de la luciferasa con las placas opacas, se empleó el kit Luciferase Assay System 
10-pack y Passive Lysis 5X Buffer. Primero, se retiró el sobrenadante de los pocillos y se lavaron 
las placas dos veces con DPBS para eliminar bien los restos de medio. Después se añadieron 20µl 
de solución de lisis en cada pocillo y se dejó incubando 20 minutos a temperatura ambiente en 
agitación. Transcurridos los 20 minutos, se añadieron 50 µl de sustrato a cada pocillo y 
finalmente se midió la luminiscencia en el luminómetro (LUMIstar Omega, BMG Labtech). 
 
A partir de los datos obtenidos por el luminómetro, se calculó la inducción de la actividad de 









Lmuestra = Lectura de la luminiscencia en el pocillo testado 
Lblanco = Lectura de la luminiscencia en el pocillo sin células ni compuesto 
Lsolvente = Media de las lecturas de luminiscencia del control negativo que contiene células y 
solvente pero no contiene compuesto. 
 
Después, a partir de la inducción de la luciferasa calculada para cada pocillo se calculó la 
inducción de la luciferasa máxima global (Imáx) de cada concentración como el promedio de la 
inducción de las réplicas. 
 
Finalmente, para poder comparar la inducción de la actividad de luciferasa entre los compuestos 
se calculó el valor EC1.5 que representa la concentración a la cual la Imáx alcanza el umbral 1.5, 
con la siguiente fórmula: 
 
𝐸𝐶1.5	 = 	 (𝐶( − 𝐶') × =
1,5 − 𝐼'
𝐼( − 𝐼'
? + 𝐶' 
donde: 
Ca = Menor concentración (en µM) con una Imáx mayor a 1,5. 
Cb = Mayor concentración (en µM) con una Imáx menor a 1,5. 
Ia = Es el valor de Imáx para la menor concentración en µM con una Imáx mayor a 1,5 (Ca) 
Ib = Es el valor de Imáx para la mayor concentración en µM con una Imáx menor a 1,5 (Cb) 
 
Para el ensayo de viabilidad con la placa transparente, el sobrenadante se sustituyó por medio 
fresco DMEM con 1% de FCS sin antibióticos. Se añadieron a cada pocillo 27µl de la solución 
MTT (5mg/mL en DPBS) y se incubó durante 4h en oscuridad al 5% de CO2 y 37ºC. 
Posteriormente se retiró el medio, se añadieron 100µl de DMSO y se dejó incubando durante 
10 minutos en agitación a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se midió la 
absorbancia a 600nm en el espectrofotómetro (Infinite M200, Tecan) y se calculó la viabilidad 







Vmuestra = Lectura de la absorbancia del MTT en el pocillo del compuesto testado. 
Vblanco = Lectura de la absorbancia del MTT en el pocillo que no contiene células ni compuesto a 
testar. 
Vsolvente = Lectura de la absorbancia del MTT en el pocillo que contiene células y el solvente. 
 
Posteriormente, a partir de estos datos de viabilidad obtenidos se calculó la concentración 
mínima necesaria para provocar una disminución en la viabilidad celular del 50% (IC50) y para 
una disminución del 30% (IC30) según la siguiente fórmula: 
 
𝐼𝐶/ = (𝐶( − 𝐶') × =
(100 − 𝑥) − 𝑉'
𝑉( 	− 𝑉'
? + 𝐶' 
donde: 
Ca = Menor concentración (en µM) con una reducción de la viabilidad mayor del X%. 
Cb = Mayor concentración (en µM) con una reducción de la viabilidad menor del X%. 
Va = % de viabilidad a la menor concentración con una reducción de la viabilidad mayor al X% 
(Ca). 






3.2.2.3. Test de Activación de la Línea Celular humana (h-CLAT) 
  
Para esta técnica se realizaron dos veces el mismo experimento de forma independiente. 
 
En la técnica h-CLAT, primero se sembraron las células THP-1 en suspensión utilizando dos placas 
de 24 pocillos, a una densidad de 500.000 células/pocillo y se incubaron al 5% de CO2 y a 37ºC 
durante unos 30 minutos. Después, se prepararon por un lado las diluciones de los fármacos a 
testar, palbociclib a 50ng/mL, 100ng/mL y 150 ng/mL y paclitaxel a 100 ng/mL, 1000ng/mL y 
10000ng/mL, y por otro lado los controles, utilizando como controles positivos el DNCB a 
2µg/mL y sulfato de níquel a 140µg/mL y como controles negativos el ácido láctico a una 
concentración de 500µg/mL y el isopropanol a concentración 2500µg/mL. Además, también se 
realizaron controles negativos que contenían células y medio sin compuesto a testar. 
 
 Así, se añadió cada concentración y cada control por triplicado y se incubaron las células 
durante 24 horas al 5% de CO2 y a 37ºC.  Transcurrido este tiempo, se realizó una centrifugación 
de las células de 5 minutos a 4ºC y a 1500rpm. Después se eliminó el sobrenadante y se 
resuspendió el pellet resultante en 500µl de tampón de bloqueo (Globina 0,01% (p/v) en 
Staining Buffer) para bloquear los receptores Fc. Se dejaron incubando durante 15 minutos a 
4ºC. Durante este tiempo se prepararon las soluciones de anticuerpos monoclonales de ratón 
anti-humano conjugados con isotiocianato de fluoresceína (FITC) con Staining buffer en una 
proporción de 3:25 para el CD86 y una proporción 3:50 para el CD54 y el IgG, este último se 
utilizó como control de isotipo. Así, una vez transcurrieron los 15 minutos, se añadió cada 
anticuerpo a cada concentración del fármaco y a cada control (cada anticuerpo en pocillos 
independientes) y se dejaron incubando durante 30 minutos a 4 ºC en oscuridad. 
Posteriormente, se realizaron dos lavados con Staining Buffer y finalmente se resuspendió el 
pellet con Staining buffer y se añadieron 2µl de yorduro de propidio. Finalmente, empleando el 
citómetro de flujo (BD LSR Fortessa X-20) a una longitud de onda de 488nm se midió tanto la 
intensidad de la fluorescencia de FITC de los anticuerpos específicos de los marcadores de 
superficie de las células (con pico de emisión a unos 525nm), como la viabilidad a través de la 
fluorescencia del yoduro de propidio (con pico de emisión a unos 620nm). 
 
Para indicar la expresión de los marcadores CD86 y CD54 se utilizó el valor de la IFR (intensidad 
de fluorescencia relativa) calculado en base a la media geométrica de la intensidad de 




𝑀𝐹𝐼	𝑑𝑒	𝑙𝑎𝑠	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙	 − 	𝑀𝐹𝐼	𝑑𝑒𝑙	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙	𝑑𝑒	𝑖𝑠𝑜𝑡𝑖𝑝𝑜	𝑒𝑛	𝑙𝑎𝑠	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 × 100 
 
 
3.2.2.4. Herramienta QSAR Toolbox 
 
El procedimiento escogido en la herramienta QSAR Toolbox versión 4.4 (2020) de la OECD se 
basó en el trabajo de flujo automatizado. Primero, en el primer módulo de Input se insertó un 
identificador del compuesto a evaluar, el correspondiente SMILES (Simplified Molecular Input 
Line Specification) de palbociclib y paclitaxel, y posteriormente se pasó directamente al módulo 
Data gap filling  donde se escogió el modo automático y el punto final de sensibilización cutánea, 
usando los datos experimentales de pruebas de LLNA y GPMT y se inició todo el proceso para la 
evaluación. Finalmente, en el módulo Report se generó un informe con la predicción final de la 























4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 
 
En este trabajo, se analiza la capacidad de provocar sensibilización cutánea de los fármacos 
palbociclib y paclitaxel, unos de los fármacos más utilizados para el tratamiento del cáncer de 
mama. Para dicho análisis se emplean las técnicas DPRA, Keratinosens, h-CLAT y QSAR Toolbox, 
integrando la información proporcionada por los resultados obtenidos de cada técnica. De este 
modo, también se extrae una conclusión sobre si la combinación de las técnicas mencionadas 
construye un buen modelo predictivo para determinar si un antineoplásico es o no sensibilizante 
cutáneo. Así pues, se ejecutaron las técnicas mencionadas y para cada ensayo se hizo una 
comprobación del cumplimiento de los respectivos criterios de aceptación. Los resultados 




4.1.1. Resultados del ensayo DPRA 
 
 Una propiedad bien establecida de los compuestos sensibilizantes cutáneos es su capacidad 
para reaccionar con los grupos nucleofílicos de las proteínas endógenas de la piel, siendo este 
el primer evento clave para provocar sensibilización cutánea. De esta forma, mediante la técnica 
DPRA, se determina si el compuesto a testar tiene la capacidad de desencadenar este primer 
evento clave a partir de su incubación con péptidos, en este caso compuestos por cisteína, 
midiendo la disminución de la cantidad de péptido por haber reaccionado con el compuesto a 
testar (OECD, 2019). Según el modelo de predicción de DPRA utilizando solo la cisteína, cuando 
la media del porcentaje de disminución peptídica se encuentre en el rango de 0 a 13,89% la 
predicción para el compuesto será negativa. Así, al calcularse los porcentajes de disminución 
peptídica del péptido de cisteína, como se observa en la Figura 8, los valores para los controles 
negativos no llegaron a alcanzar el umbral de 13,89% y los controles positivos lo superaron, 
como se esperaba. Respecto al antineoplásico palbociclib, el valor del porcentaje medio de 
disminución peptídica para la concentración 0.5mM fue de 0,875% y para la concentración 1mM 
fue de 2.57%, así, la predicción para este compuesto sería negativa. Sin embargo, dado que se 
ha realizado el ensayo empleando concentraciones del compuesto a testar menores a 5mM que 
es la indicada en la OECD, un resultado negativo no podría afirmar que no se de reactividad con 
el péptido, es decir, podría ser un falso negativo, por lo que, aunque se sugiera una ausencia de 
reactividad de palbociclib, no se puede establecer una predicción firme por esta técnica. 
Figura 8. Análisis del potencial sensibilizante de palbociclib por el Ensayo Directo de Reactividad 
Peptídica (DPRA). Se representan los valores medios (n=3) ± SD del porcentaje de disminución peptídica 
de palbociclib a distintas concentraciones y de los respectivos controles por la técnica DPRA después de 















































































4.1.2. Resultados del ensayo Keratinosens 
 
La técnica Keratinosens evalúa la capacidad del compuesto químico a testar para activar los 
queratinocitos basándose en el mecanismo molecular de la activación de la vía Keap1/Nrf2, la 
cual se detecta por la inducción del gen de la luciferasa en la línea celular utilizada (OECD, 2018). 
Se testaron para palbociclib unas concentraciones de 50, 100 y 150 ng/mL, similares a las 
concentraciones plasmáticas observadas (Tamura et al., 2016). En la Figura 9A se muestran los 
valores de Imáx frente a las distintas concentraciones testadas para palbociclib, así como para los 
controles positivos y los controles negativos. La exposición de las células keratinosens durante 
48 horas a sustancias no sensibilizantes no desencadena la activación de la vía Keap1/Nrf2 y por 
tanto no se induce una expresión significativa del gen de la luciferasa. En este caso, las 
concentraciones de palbociclib no muestran una Imáx igual o por encima de 1.5, necesario para 
concluir una predicción positiva según los criterios de la OECD. Los controles negativos también 
mostraron una Imáx menor a 1.5 y los controles positivos superaron este umbral, indicando que 
la técnica se ha llevado a cabo correctamente.  
 
Respecto a los resultados de viabilidad celular, en la Figura 9B se observa que ninguna 
concentración testada de palbociclib afecta a la viabilidad celular ya que todas superan el umbral 
del 70% de viabilidad indicado en la OECD. 
 
Figura 9. Análisis del potencial sensibilizante de palbociclib por la técnica Keratinosens. Se muestran los 
efectos producidos por palbociclib a distintas concentraciones y de los respectivos controles en la línea 
celular keratinosens después de su incubación durante 48h. (A) Aparecen representados los valores 
medios ±SD de dos experimentos independientes (n=3) para los valores de la inducción de la actividad de 
la luciferasa máxima global (Imáx). (B) Aparecen representados los valores medios ±SD de dos 
experimentos independientes (n=2) para los valores de viabilidad celular. 
 
Según los datos obtenidos, la predicción de palbociclib es negativa por la técnica Keratinosens, 
es decir, se puede afirmar que este antineoplásico no tiene la capacidad de unirse a la proteína 
Keap1, lo cual liberaría al factor de transcripción Nrf2 que se translocaría al núcleo, se uniría a 
los ARE/ EpRE e induciría la expresión de genes citoprotectores; además, tampoco es capaz de 
generar estrés oxidativo en la célula, lo cual también activaría esta vía Keap1/Nrf2 (Natsch y 
Emter, 2016). De este modo, los datos obtenidos por esta técnica concuerdan con la información 













































































































































4.1.3. Resultados de la técnica h-CLAT 
 
Respecto a la técnica h-CLAT, examina la capacidad de un compuesto químico para activar las 
células dendríticas midiendo la expresión de marcadores de superficie característicos de dicha 
activación. A partir de los resultados obtenidos por citometría de flujo, se calculó el porcentaje 
de IFR para los controles y para cada concentración testada de palbociclib de 50, 100 y 150 
ng/mL que son similares a las concentraciones plasmáticas observadas (Tamura et al., 2016).  
 
Como se observa en la Figura 10, los valores de IFR de los controles negativos no alcanzan los 
umbrales para considerarse positivos. En cambio, los valores de IFR para palbociclib parecen 
indicar una dosis-respuesta ya que la dosis más alta testada, 150ng/mL, presentó una IFR para 
CD86 mayor al 150%, y además al presentar una viabilidad mayor al 50%, y por tanto cumplir los 
requisitos de la OECD para un resultado positivo, la predicción se consideró positiva. Lo mismo 
ocurre con los controles positivos. Cabe mencionar que en todas las condiciones el porcentaje 
de viabilidad superó el 50%, sin observarse ninguna tendencia que indicara toxicidad inducida 
por este fármaco. Aunque no consta en la literatura información sobre la activación de las 
células dendríticas por palbociclib ni que la sensibilización cutánea sea un efecto adverso común, 
en el ensayo clínico PALOMA-3 de palbociclib (junto a fulvestrant), el 1% de los pacientes 
manifestó erupción cutánea de grado 3, es decir, reacción grave pero no mortal, y el 14% 
manifestaron erupciones cutáneas más leves de grado 1 a 2 (Cristofanilli et al., 2016), por lo que 
puede que dichos efectos cutáneos se deban a la activación de las células dendríticas observada 




Figura 10. Análisis del potencial sensibilizante de palbociclib por el Test de Activación de la Línea Celular 
humana (h-CLAT). Se muestran los efectos producidos por palbociclib a distintas concentraciones y de los 
respectivos controles en la línea celular THP-1 después de su incubación durante 24h. Aparecen 
representados los valores medios ± SD de dos experimentos independientes tanto para los valores 





















































































4.1.4. Resultados QSAR Toolbox  
 
Aunque en el enfoque definido ''2 de 3'' de la OECD para la identificación de la capacidad de un 
compuesto químico de producir sensibilización cutánea solo tiene en cuenta los resultados por 
las técnicas in chemico e in vitro presentadas, también se llevó a cabo una predicción por el 
software QSAR Toolbox, para adquirir así información adicional para realizar una mejor 
valoración de los resultados obtenidos. 
 
La herramienta QSAR por el trabajo de flujo automático, a partir del análisis estructural de la 
molécula del compuesto a testar y su comparación con la información de distintas bases de 
datos nos generó una predicción para palbociclib. Primero analizó distintas características del 
compuesto, como su capacidad de unión a proteínas para el efecto de sensibilización cutánea o 
sus grupos orgánicos funcionales. A partir de esta información comparando con datos 
experimentales de LLNA y GPMT de bases de datos de sensibilización cutánea encontró una serie 
de compuestos análogos que posteriormente subcategorizó definiendo los análogos más 
similares para generar una predicción para palbociclib a partir de ellos. Como se observa en la 
Figura 11, QSAR Toolbox creó un gráfico que representa los datos experimentales de los 
análogos clasificados en positivos o negativos según su capacidad de desencadenar 
sensibilización cutánea frente a una característica propia de los análogos (de forma 
predeterminada es el Log Kow) en el eje X. Así, como se observa en el gráfico, palbociclib se 
clasificó como negativo, por lo que la predicción de palbocilib por QSAR Toolbox es negativa. 
Figura 11. Análisis del potencial sensibilizante de palbociclib por la herramienta QSAR Toolbox de la 
OECD. Se representa la clasificación en escala de positivos o negativos frente al Log Kow (coeficiente de 
reparto octanol-agua) de los compuestos químicos análogos tanto utilizados como no utilizados para la 
predicción del compuesto a testar, y la  predicción final del propio compuesto. 
 
 
Según el enfoque definido "2 de 3", para hacer una predicción sólida, el resultado de al menos 
dos de las tres técnicas de DPRA, Keratinosens y h-CLAT deben ser concordantes. De este modo, 
no se puede obtener una predicción firme para este antineoplásico ya que, como se ha 
mencionado, el resultado de la técnica DPRA no puede darse por válido y los resultados 
derivados de las otras dos técnicas in vitro no son concordantes. Sin embargo, el posible 











silico QSAR Toolbox la cual basándose en la estructura química del compuesto analiza la 
reactividad con proteínas del compuesto a testar.  
 
Teniendo en cuenta esto, junto con los resultados negativos obtenidos por Keratinosens, podría 
sugerirse que palbociclib no es un potencial inductor de sensibilidad cutánea. Además, esta 
hipótesis coincidiría con el historial de efectos secundarios observados en la literatura y con la 
información que presentan ensayos clínicos como el ensayo de fase 2 de monoterapia con 
palbociclib o el ensayo PALOMA-2 en los que se reportan como principales efectos adversos la 
neutropenia, leucopenia, anemia o linfopenia, sin mostrar una manifestación significativa y 
común de reacciones de sensibilización cutánea (DeMichelle et al., 2015; Finn et al., 2016) . En 
todo caso, para poder hacer una predicción confiable de este antineoplásico, se debería realizar 





4.2.1. Resultados del Ensayo Directo de Reactividad Peptídica (DPRA). 
 
Para poder evaluar si el compuesto paclitaxel era capaz de desencadenar el primer evento clave 
de la sensibilización cutánea mediante la técnica DPRA, se calcularon los porcentajes de 
disminución peptídica del péptido de cisteína para las dos concentraciones de paclitaxel 0.5 y 
1mM y para los distintos controles. Como se representa en la Figura 12, el valor del porcentaje 
medio de disminución peptídica para la concentración 0.5mM fue de 67.93% y para la 
concentración 1mM fue de 85.56%, representando una relación dosis-respuesta. Según el 
modelo de predicción de DPRA utilizando solo la cisteína, cuando la media del porcentaje de 
disminución peptídica supere el 13.89% la predicción será positiva. Los valores de disminución 
peptídica para los controles negativos no superaron dicho umbral, y los controles positivos sí, al 
igual que el compuesto paclitaxel. Concretamente los valores obtenidos para paclitaxel se 
ubican en el rango de 23.09 a 98.24% que según el modelo de predicción de DPRA son positivos 
con reactividad moderada. De este modo, la predicción por DPRA para paclitaxel resultó positiva 
demostrando su capacidad de reaccionar con proteínas endógenas de la piel. 
 
Figura 12. Análisis del potencial sensibilizante de paclitaxel por el Ensayo Directo de Reactividad 
Peptídica (DPRA). Se representan los valores medios (n=3) ± SD del porcentaje de disminución peptídica 
de paclitaxel a distintas concentraciones y de los respectivos controles por la técnica DPRA después de 













































































4.2.2. Resultados de la técnica Keratinosens 
 
La activación de los queratinocitos caracterizada por la activación de la vía Keap1/Nrf2 compone 
el segundo evento clave de la sensibilización cutánea y la técnica que estudia si un compuesto 
químico es capaz de promover dicho mecanismo es Keratinosens (OECD,2018). Según el modelo 
de predicción de esta técnica, para que un compuesto tenga una predicción positiva de 
sensibilizante, primero debe observarse una Imáx con un valor mayor o igual al 1.5.  
 
Para el compuesto paclitaxel se testaron, además de las concentraciones plasmáticas más 
comunes de 100, 1000 y 10000 ng/mL (Borga et al., 2019), dos concentraciones menores de 10 
y 1 ng/mL para determinar si este compuesto químico inducía la activación de los queratinocitos 
o si solo tenía efecto citotóxico sobre ellos, ya que en la literatura se informa de la sensibilidad 
de estas células frente a paclitaxel (Hokeness et al., 2005). 
 
Al calcular los valores de la Imáx para cada concentración testada de paclitaxel, se observó que se 
superaba el valor de 1.5 salvo en la menor concentración, de 1ng/mL, cumpliéndose así la 
primera premisa del modelo de predicción (Figura 13A). La viabilidad de la concentración menor 
de paclitaxel con una Imáx mayor a 1.5, como se puede observar en la Figura 13B superaba el 70% 
y el valor de EC1.5 para este compuesto era menor a 1000µM como se representa en la Tabla 3 
la cual recoge el análisis numérico de paclitaxel (EC1.5, IC30 e IC50). Además, se obtuvieron los 
resultados esperados para los controles, negatividad para los controles negativos y positividad 
para los positivos, indicando que se había realizado el experimento apropiadamente. 
 
De este modo, al cumplirse las condiciones del modelo de predicción, se concluye que paclitaxel 
es positivo por la técnica Keratinosens, provocando una activación de los queratinocitos. Así, 
este antineoplásico puede presentar la capacidad de interaccionar covalentemente con la 
proteína Keap1 activando así los ARE/EpRE, sin embargo, este fármaco podría activar esta ruta 
mediante otro mecanismo ya que se ha observado que paclitaxel puede provocar estrés 
oxidativo al actuar a nivel de mitocondria, acumulándose ROS que a su vez puede desencadenar 
la activación de la vía de Keap1/Nrf2 (McCormick et al., 2016). Además, en esta técnica también 
se observó la influencia del antineoplásico paclitaxel en la viabilidad celular con una relación 
dosis-respuesta muy marcada. El hecho de que la viabilidad se reduzca drásticamente a medida 
que se aumentan las concentraciones de paclitaxel explica por qué la Imáx se reduce ya que hay 
menos células vivas. En otros estudios se ha demostrado que los queratinocitos, que componen 
principalmente la epidermis, son susceptibles a este antineoplásico y que a concentraciones 
relativamente bajas induce apoptosis de los queratinocitos a través de mecanismos que activan 
las caspasas 8 y 3 (Hokeness et al., 2005).  
 
De este modo, paclitaxel es un claro activador de los queratinocitos pero también tiene un 




Figura 13. Análisis del potencial sensibilizante de paclitaxel por la técnica Keratinosens. Se muestran los 
efectos producidos por paclitaxel a distintas concentraciones y de los respectivos controles en la línea 
celular keratinosens después de su incubación durante 48h. (A) Aparecen representados los valores 
medios ± SD de dos experimentos independientes (n=3) para los valores de la inducción de la actividad 
de la luciferasa máxima global (Imáx). (B) Aparecen representados los valores medios ± SD de dos 
experimentos independientes (n=2) para los valores de viabilidad celular. 
 
Tabla 3. Media de los valores EC1.5, IC30 e IC50 para el compuesto paclitaxel. 
 
Media EC1.5 (µM) Media IC30 (µM) Media IC50 (µM) 
0,0024  0,0297  
 
0,0721  
Abreviaturas: EC1.5 es la concentración a la cual se produce una inducción de la actividad de la luciferasa 
de 1.5; IC30 es la concentración a la cual la viabilidad se reduce un 30%; IC50 es la concentración a la cual 
la viabilidad se reduce un 50%. 
 
4.2.3. Resultados de la técnica h-CLAT  
 
En la técnica h-CLAT que analiza la activación de las células dendríticas por el compuesto a testar, 
el modelo de predicción establecido indica que, para una predicción positiva, en al menos dos 
repeticiones debe cumplirse que el IFR para CD86 sea mayor o igual a 150% o que el IFR para 
CD54 sea mayor o igual a 200%. Las concentraciones testadas para paclitaxel fueron las 
concentraciones plasmáticas más comúnmente observadas (Borga et al., 2019). 
 
Como se indica en la Figura 14, con una concentración de 1000 ng/mL de paclitaxel ya se obtuvo 
un valor de IFR>150 para CD86 con una viabilidad celular mayor al 50%. Además, a la 
concentración de 10000 ng/mL se observa una activación de las células dendríticas con una 
IFR>150% para CD86 y una IFR>200% para CD54. Así pues, paclitaxel se considera positivo según 
la técnica h-CLAT. Lo mismo ocurre con los controles positivos, a diferencia de los controles 
negativos que no alcanzan los umbrales establecidos, como se esperaba. Respecto a la 
viabilidad, tanto en los controles como en las distintas concentraciones se superó el 50% de 
viabilidad, sin detectarse ninguna anomalía que indicara un efecto tóxico para las células 














































































































































































La activación de las células dendríticas se puede dar por la capacidad de paclitaxel de unirse al 
TLR4 que mediante cascadas de señalización induce una maduración y mejora de la función de 
este tipo celular, promoviendo la expresión de los marcadores de superficie como CD54 y CD86 
(Pfannenstiel et al., 2010). Además, se ha reportado que el antineoplásico paclitaxel puede 
activar en algunos tipos celulares las proteínas p38 MAPK y ERK (Okano et al., 2001) las cuales 
en las células THP-1 inducen un aumento en la expresión de los marcadores de superficie CD86 
y CD54 (Miyazawa et al., 2008). 
 
 
Figura 14. Análisis del potencial sensibilizante de paclitaxel por el Test de Activación de la Línea Celular 
humana (h-CLAT). Se muestran los efectos producidos por paclitaxel a distintas concentraciones y de los 
respectivos controles en la línea celular THP-1 después de su incubación durante 24h. Aparecen 
representados los valores medios ± SD de dos experimentos independientes tanto para los valores 
intensidad de fluorescencia relativa (IFR) de CD86 como para CD54. 
 
4.2.4. Resultados QSAR Toolbox 
 
Al igual que para palbociclib, para paclitaxel también se obtuvo una predicción por la 
herramienta QSAR Toolbox para que así, la información generada por este software aportara 
más fiabilidad al resultado final obtenido por las demás técnicas. 
 
La herramienta QSAR Toolbox por el trabajo de flujo automático, después de realizar un análisis 
estructural de la molécula, de su competencia para reaccionar con proteínas de la epidermis y 
hacer una comparación con la información de bases de datos de sensibilización cutánea 
disponibles, nos proporcionó un gráfico con la predicción final para paclitaxel. 
 
En la Figura 15, además de la predicción de paclitaxel, aparecen clasificados tanto los análogos 
con más similitud a paclitaxel a partir de los que se generó la predicción final de este compuesto, 
como los análogos no utilizados para generar la predicción final de paclitaxel en una escala de 
positivos y negativos según su información de datos experimentales, frente a los distintos 
valores Log Kow de cada compuesto. Paclitaxel se ubicó en la clasificación de positivos, por lo 
























































































Figura 15. Análisis del potencial sensibilizante de paclitaxel por la herramienta QSAR Toolbox de la 
OECD. Se representa la clasificación en escala de positivos o negativos frente al Log Kow (coeficiente de 
reparto octanol-agua) de los compuestos químicos análogos tanto utilizados como no utilizados para la 
predicción del compuesto a testar, y la  predicción final del propio compuesto. 
 
De este modo, la predicción final a partir de la información combinada de todas las técnicas fue 
que paclitaxel tiene una claro potencial para desencadenar sensibilización cutánea ya que se ha 
demostrado que es capaz de activar los tres eventos clave que componen este mecanismo de 
sensibilización el cual conduciría a una posterior respuesta inmunológica. Esta predicción final 
positiva es concordante con los efectos observados en los ensayos clínicos para paclitaxel en los 
que se observaron efectos cutáneos como rubor, prurito y urticaria derivados de reacciones de 
hipersensibilización cutánea en el 86% de los casos (Caiado y Picard, 2014). Además, cabe 
destacar que este antineoplásico ha estado sujeto a distintas formulaciones para su 
administración como en base solvente con el aceite de ricino polioxietilado lo cual ha generado 
incertidumbre sobre el potencial sensibilizante desencadenado por el compuesto activo o por 
el propio solvente para la administración (Nam Kim et al., 2016), así pues, en este estudio 
también se aporta evidencia de la capacidad intrínseca del propio compuesto activo para 
desencadenar sensibilización cutánea. 
 
Por lo tanto, estas técnicas empleadas de DPRA, Keratinosens, h-CLAT que evalúan la capacidad 
de un compuesto químico de provocar eventos clave para que se produzcan reacciones de 
sensibilización cutánea, junto con el software QSAR Toolbox constituyen un buen modelo para 
poder analizar el potencial sensibilizante de antineoplásicos ya que nos han permitido sugerir 
predicciones de estos dos antineoplásicos que se ven reflejadas y corroboradas en la literatura. 
Sin embargo, cabe añadir que para asegurar que este modelo genere predicciones robustas y 




































• Para el fármaco palbociclib por la técnica in chemico del Ensayo Directo de Reactividad 
Peptídica (DPRA), las técnicas in vitro Keratinosens y el Test de Activación de la Línea 
Celular humana (h-CLAT) y la técnica in silico QSAR Toolbox DPRA no se ha podido 
consolidar una predicción firme aunque con la información obtenida por dichas técnicas 
se puede sugerir un resultado negativo para este fármaco, el cual concordaría con lo 
observado en la literatura y ensayos clínicos en los que no se reporta que la 
sensibilización cutánea sea un efecto adverso común.  
 
• La predicción final para el fármaco paclitaxel empleando las técnicas DPRA, 
Keratinosens, h-CLAT y QSAR Toolbox ha sido positiva, considerándose sensibilizante y 
coincidiendo con la información derivada de ensayos clínicos de este fármaco donde la 
sensibilización cutánea se encuentra entre los efectos colaterales comunes. 
 
• La combinación de estas técnicas in chemico, in vitro e in silico muestra un claro 
potencial para evaluar la capacidad sensibilizante de antineoplásicos, y aunque se deban 
realizar mas ensayos y analizar exhaustivamente aspectos que puedan ser mejorados 
para asegurar una predicción lo menos confusa y más fiable posible, se puede concluir 
que estas técnicas construyen un modelo de predicción para testar la capacidad 
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